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論文の内容の要旨
　セリンプロテアーゼであるトロンビンは血液凝固カスケードの鍵酵素であり，止血や血栓形成の主因子として
働いているため，本酵素の機能を強力かつ特異的に阻害し，なおかつ出血等の重篤な副作用を起こさない化合物
が創製できれば，動静脈血栓症に対する有望な治療薬になることが期待される。本研究は，トロンビンの特異的
阻害剤であるヒルジンバリアント1（HV一ユ）のC末部位における硫酸残基数と抗トロンビン活性との相関を検
討し，新しいトロンビン阻害剤を創製することを目的に行ったものである。
　HV一ユは薬用ヒルの唾液腺から単離されたアミノ酸残基数65個から成るポリペプチドであり，そのN末部位と
リジン残基がトロンビンの活性部位を阻害し，また酸性アミノ酸が多数存在するC末部位がトロンビンの基質認
識部位とイオン的かつ疎水的に結合するため，強力な阻害作用（Ki＜10■12M）を示すことや，3位と63位のチロ
シン残基のうち63位が硫酸エステル化されるとトロンビンヘの親和力が10倍程度上昇することが知られていた。
そこで本研究では，遺伝子工学的手法を用いて組換え型HV－1と，61，62位のグルタミン酸残基を両方ともチロ
シン残基に置換したHV－1アナローグをそれぞれ作製し，ヒト腸内細菌由来の硫酸転移酵素を用いて人為的にヒ
ルジンの硫酸エステル化を試みた結果，チロシン残基に置換したHV－1アナログ体で硫酸エステル化反応が進行
し，3種類の生成物の分取と硫酸化部位の同定に成功した。これら生成物とトロンビンとの反応速度論的な解析
から，62位と63位のチロシン残基のジ硫酸エステル体が最もトロンビンヘの親和性が高いこと，またチロシン残
基への硫酸エステル化は解離速度定数よりも結合速度定数に強い影響を与えることを明らかにした。
　一方，HV一ユの6ユ，62位グルタミン酸残基を中性アミノ酸のグルタミンに置換した変異体ではトロンビンヘの
親和力が低下することは知られていたが，6ユ位一63位間の硫酸エステル基と活性との詳しい相関は検討されてい
なかった。そこで，HV一ユの54位から65位に相当する12残基のペプチド及びその62位チロシン置換アナローグと
6ユ位，62位チロシン置換アナローグの酵素的及び化学的硫酸エステル化を行い，得られた生成物の構造解析後，
試験管内における抗トロンビン活性（フィブリン形成阻害作用及び血小板凝集阻害作用）を調べた結果，62位と
63位のチロシン残基が両方とも硫酸エステル化されたジ硫酸エステル化体が最も強いフィブリン形成阻害作用及
び血小板凝集阻害作用を示した。また，61位グルタミン酸の硫酸エステル化チロシン残基への置換は抗トロンビ
ン活性を増強しなかった。本結果から，C末の61位一63位問におけるチロシン残基の硫酸エステル化がトロンビ
ンヘの親和力を強める効果は，63位＞62位＞6ユ位であることを確認した。
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　このヒルジンC末ペブチドの構造活性相関の結果を基に，トロンビンの非活性部位である基質認識部位を選
択的かつ強力に阻害するジ硫酸エステル化デカペプチドNF－6505を合成し，試験管内でのフィブリン形成阻害
作用，動物投与における活性化部分トロンボプラスチン時間（APTT）延長作用を調べた結果，トロンビンのフィ
ブリン形成作用に対するNF－6505の50％阻害濃度は組換え型ヒルジンとほぼ同等であり，これまでに報告され
ていた他のトロンビン非活性部位阻害剤よりも低い濃度で阻害を示した。またAPTTの2倍延長用量は，副作
用である出血延長作用の出現の指標となることが知られているが，NF－6505はラット静脈内単回投与において，
1㎎／㎏の投与量でAPTTを2倍に延長することを確認した。
　次に，ラット静脈血栓モデルに対するN卜6505の効果を調べた結果，静脈内単回投与における50％薬効用量
はO．03㎜g／㎏であり，阻害メカニズムの異なる組換え型ヒルジンや抗血栓薬として臨床で使われているアルガト
ロバンに比べ低用量で効果を示すこと，さらにAPTTの2倍延長用量と薬効用量の差が30倍以上であることや，
毒性用量と薬効用量との差が1000倍以上であることから，NF－6505は安全性の高い静脈血栓治療薬として期待で
きることを明らかにした。
審査の結果の要旨
　本研究は，トロンビンの特異的阻害剤であるヒルジンバリアント1（以下HV－1と略する）のC末部位におけ
る硫酸残墓数と抗トロンビン活性との相関を明らかにし，また新規なトロンビン阻害剤を創製することを目的に
行ったものである。
　その結果，ヒト腸内細菌由来の硫酸転移酵素による組換え型HV一ユの酵素的硫酸エステル化を行い，チロシン
置換アナローグで硫酸エステル化反応が進行することを見い出した。また生成物の硫酸エステル体は不安定にも
かかわらず，その構造を蛋白分解酵素による限定分解とアミノ酸分析により同定した。また反応速度論的な解析
から，62位と63位のチロシン残基のジ硫酸エステル化体が最もトロンビンヘの親和性が高いこと，チロシン残墓
への硫酸基の付加は，解離速度定数よりも結合速度定数に強い影響を与えることを明らかにした。さらにヒルジ
ンC末の61位一63位間におけるチロシン残基の硫酸エステル化がトロンビンヘの親和力を強める効果は，63位＞
62位＞61位であることを確認した。これらの知見をもとに合成したジ硫酸エステル化デカペプチドNF－6505は，
ラット静脈血栓モデルにおいて阻害メカニズムの異なる組換え型ヒルジンや既存薬のアルガドロバンに比べ，低
用量で効果を示すことを明らかにし，副作用の出血延長作用や毒性が弱いことが予想されるので，安全性の高い
静脈血栓治療薬として開発が期待できる。
　以上を総合すると，トロンビンの特異的阻害剤であるRV－1のC末部位における硫酸残基数と抗トロンビン活
性との相関を明らかにし，また新規なトロンビン阻害剤NF－6505の動物の血栓モデルにおける有効性を明らか
にした。NF－6505の動物モデルにおける有効性を明らかにしているが，本阻害剤とトロンビンとのコンプレッ
クス構造における硫酸エステル基の有効性についてまで解析されていない点は惜しまれるものの，本研究の成果
は医療現場に役立つことが十分期待され，大変意義深いと思われる。
　よって，著者は博士（農学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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